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研究成果の概要（和文）：急性骨髄性白血病は、標準的な治療により約40％の方に治癒を期待できる。しかし残りの難
治性白血病を克服するには、さらなる病態の解明が必要である。
近年、細胞の運命決定を制御するNotchシグナルが、造血器腫瘍において腫瘍化と腫瘍抑制の2面性を持つことが報告さ
れた。我々は急性骨髄性白血病に対してNotchシグナルが腫瘍抑制的に働く事を本研究で報告した。またNotchシグナル
の下流ターゲットとしてチロシンキナーゼ遺伝子であるFlt3を同定した。さらにNotch抗体を用いた白血病治療モデル
では、白血病発症の抑制を認め、Notchシグナルを利用した新規治療薬の可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In leukemogenesis, Notch signaling can be up and downregulated in a 
context-dependent manner. The transcription factor hairy and enhancer of split-1 (Hes1) is 
well-characterized as a downstream target of Notch signaling, and represses target gene expression. We 
report that deletion of the Hes1 gene in mice promotes acute myeloid leukemia (AML) development. We then 
found that Hes1 directly bound to the promoter region of the FMS-like tyrosine kinase 3 (FLT3) gene and 
downregulated the promoter activity. Furthermore, an agonistic anti-Notch2 antibody induced apoptosis of 
MLL-AF9-induced AML cells in a Hes1-wild type but not a Hes1-null background. We also found that the 
expression level of FLT3 mRNA was negatively correlated with those of HES1 in patient AML samples. These 
observations demonstrate that Hes1 mediates tumor suppressive roles of Notch signaling in AML 
development, probably by downregulating FLT3 expression.

研究分野：造血器腫瘍

キーワード： 急性骨髄性白血病　Notchシグナル　FLT3
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１．研究開始当初の背景 

Notch シグナルは造血細胞の発生・分化・

機能において多彩な機能を有することが知

られる。とりわけリンパ球のひとつである T

細胞の分化においてもっとも重要なシグナ

ル機構であり、2004 年に T細胞性白血病の約

50%に Notch シグナルの活性型変異がみられ

ることが報告され、Notch シグナルが正常分

化と腫瘍化の双方に重要であることが示さ

れた。近年になり造血器腫瘍において Notch

シグナルは腫瘍化と腫瘍抑制の 2面性を持つ

ことが示されてきた。一方で、急性骨髄性白

血病においては Notch シグナルの役割に関す

る際立った報告はなかったといってよい。 

研究代表者は Notch シグナルの造血幹細胞

制御と白血病化制御についての研究に取り

組んでおり、急性骨髄性白血病での Notch シ

グナルの制御機構を解析する課程で、Notch

シグナルの最も重要なターゲットである転

子因子 Hes1 に注目したところ、Hes1 欠損マ

ウス急性骨髄性白血病細胞株では、細胞増殖

能が有意に高まることを発見した。次に白血

病マウスモデルを用いて Notchシグナルの影

響を確認した。具体的には Hes1 欠損マウス

骨髄球系前駆細胞に白血病融合遺伝子であ

る MLL-AF9を導入した急性骨髄性白血病モデ

ルでは、Hes1 欠損マウスが早期に白血病を発

症し死亡することを見出した（図１）。これ

らの結果より Hes1 は急性骨髄性白血病では

腫瘍抑制的に働く事が示唆される。 

図１ 

 

海外からの報告では、慢性骨髄単球性白血病

（CMML)において Notch シグナルの複数の遺

伝子（Nicastrin, APH1A, MAML1, NOTCH2）

に機能抑制型と考えられる変異を認め、

Nicastrin の欠損マウスや

Notch1/Notch2/Notch3 欠損マウスにおいて

も CMML 様の病態を発症することが報告され

た（引用文献１）。Notch-Hes1 経路が骨髄性

白血病化に関与している事を裏付ける報告

であると考えられる。 

 

２．研究の目的 

急性骨髄性白血病は約 35%の治癒が望まれる

が、治療ではまだまだ不十分であり、さらな

る病態の解明が必要である。研究代表者の所

属するグループは、約 15 年にわたり造血器

での Notchシグナルの役割につき研究を行っ

てきた。特に代表者自身は造血幹細胞と急性

骨髄性白血病に焦点を当て研究を進めてき

た。これまでの研究から Notch-Hes1 経路は

急性骨髄性白血病に対して腫瘍抑制的に働

くと考えられる。今回の研究では、

Notch-Hes1 経路の急性骨髄性白血病抑制機

構についてマウス白血病モデルを用いて明

らかにする。またマウスで得られた知見をヒ

ト白血病で確認するのと同時に、Notch シグ

ナルの亢進による腫瘍抑制効果を期待した

新規治療法の開発を目的としている。 

 

３．研究の方法 

①Notch-Hes1 経路による MLLAF9 急性骨髄性

白血病抑制機構の解明 

白血病マウス骨髄を用いて、マイクロアレイ

により Hes1 の下流候補遺伝子を同定する。

下流候補遺伝子について、ウェスタンブロッ

トや CHIP アッセイ、ノックダウンおよびノ

ックアウト実験を行うことで Notch-Hes1 経

路による腫瘍抑制機構を詳細に解析する。ま

た Notchシグナルが白血病幹細胞を制御して

いるかにつき、マウス白血病継代移植モデル

を用いて解析する。 

 



②ヒト急性骨髄性白血病検体を用いた

Notch-Hes1 経路の発現レベルと予後の解析 

急性骨髄性白血病患者検体につき Notch シグ

ナルおよび下流遺伝子の発現と予後につき

検討する 

 

③Notch シグナルを用いた白血病治療モデル

の解析 

マウス白血病モデルにおいて Notchシグナル

を亢進する薬剤を投与することで、白血病へ

の治療効果につき検討する。 

 

４．研究成果 

①Notch-RBPJ-Hes1 経路は白血病発症を抑制

する。  

Hes1の上流経路が古典的なNotchシグナルか

どうかを検討するため、Notch シグナルの重

要な転写因子である RBPJ 欠損マウスを用い

て急性骨髄性白血病モデルを解析した。白血

病融合遺伝子である MLLAF9 を導入した RBPJ

欠損マウスがコントロールと比較して早期

に白血病を発症し死亡することを見いだし

た(図２)。

 

図２ 

 

次に Dominant negative に作用する Hes1 変

異体(dnHes1)を作製し、MLLAF9 と Hes1 変異

体をレトロウイルスで野生型マウス骨髄前

駆細胞に移植したところ、MLLAF9 単独導入移

植マウスと比較して、有意に早期に白血病を

発症する事を発見した（図３）。

 

図３ 

 

さらに Hes1 欠損 MLLAF9 導入細胞にレトロウ

イルスで Hes1 を再導入し、これらの細胞を

移植した。Hes1 欠損移植マウスと比較し、

Hes1 再導入移植マウスでは白血病の発症が

有意に遅延しており、Hes1 による白血病抑制

機構が示唆された（図４）。 

 

図４ 

 

これらの結果は（図２－４）、マウス MLLAF9

急性骨髄性白血病モデルにおいて

Notch-RBPJ-Hes1 経路が腫瘍抑制的に働くこ

とを示唆している。 

 

②Notch-RBPJ-Hes1 経路の下流ターゲットは

Flt3 である。 

Hes1 の下流ターゲットを同定するため、Hes1

欠損白血病マウス骨髄と Hes1 野生型白血病

マウス骨髄を採取し、マイクロアレイを施行

した（図５）。 



 

図５ 

 

Hes1 欠損マウスではチロシンキナーゼ受容

体である Flt3の発現が有意に上昇しており、

ウェスタンブロット法により FLT3 のリン酸

化が Hes1 欠損細胞で亢進している事を確認

した。また CHIP アッセイにより Hes1 が直接

Flt3 のプロモーターに結合することで、Flt3

の発現を制御していることを示した。次にゲ

ノム編集ツールである CRISPR/Cas9システム

を用いて、Hes1 欠損白血病細胞株において

Flt3 を欠損させると、白血病細胞株の増殖能

が有意に低下することを確認した（図６）。

 

図６ 

 

③Hes1 は白血病幹細胞を抑制している 

Hes1 欠損白血病マウスの骨髄から Flt3 陽性

白血病細胞と Flt3陰性白血病細胞を分離し、

それぞれの細胞を用いて継代移植を行うと、

10000 細胞を移植した際には白血病発症にお

いて有意差を認めなかったが、1000 細胞およ

び 100 細胞を移植した際には Flt3 陽性白血

病細胞を移植した群が早期に白血病を発症

し死亡した。これらの結果から Notch シグナ

ルが白血病幹細胞の増殖を抑制している可

能性が示唆された（図７）。 

 

図７ 

 

④ヒト MLL 関連急性骨髄性白血病では HES1

と NOTCH2 は FLT3 と負の相関関係がある。 

ヒト急性骨髄性白血病において HES1/NOTCH2

と FLT3 の発現を解析したところ、

HES1/NOTCH2の発現はFLT3の発現と負の相関

を認め、マウスで確認した結果と一致してお

り、ヒト白血病でも Notch シグナルが腫瘍抑

制に働く可能性が示唆された。 

 

図８ 

 

⑤Notch アゴニストは白血病発症を抑制する 

Notch2 アゴニストを用いて、白血病治療モデ

ルを検討した。白血病マウスモデルに Notch2

アゴニストを投与すると、コントロール群と

比較して、骨髄での白血病細胞の割合が有意

に低下していることを認めた（図９）。 

 

図９ 



 

今回の研究成果として Notch-RBPJ-Hes1 シグ

ナルが FLT3 を介して急性骨髄性白血病を抑

制する事を見出した。ヒト白血病でもマウス

と同様の知見が得られる可能性が示唆され

た。難治性急性骨髄性白血病において Notch

シグナルの腫瘍抑制効果を利用した新規治

療法の開発が期待される。 
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